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Abstract of US 4001200 (A) 

This invention concerns polymerized, cross-linked, siromal-free hemoglobin useful as a biood 
substitute for carrying oxygen to tissues and organs, as a biood plasma expander and for supplying 
oxygen to oxygen-requiring environments. 
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Be schreibung 
zur Patentanmeldung der 

ALZA CORPORATION 
950 Page Mill Road, Palo Alto, Calif orni en 94304, USA 

betreffend 
Wasse rlosliches , poiymerisl ertes 
Hamoglobin 

Die Erfindung betrifft ein wasserlosliches, polymer! ~* 
siertes, vernetztes Hamoglobin, das frei ist von Stroraa und 
geeignet fur Blutersatzstof f e , uia Sauerstoff zu dem Gewebe 
und Organen zu transportieren und in Blutplasme -Streckmitteln. 
Das Polyhamoglobin wird hergestellt durch Umsetzung von 
stromafreiem Hamoglobin mit. einem geeigneten Vernetzungs- 
mittel. 

Hamoglobin ist im Blut von Saugetieren vorhanden und es 
besitzt die grundlegende Eigenschaf t f dafl es in Losung 
reversibel oxidiert werden kann. In der naturlichen Form Ist 
Hamoglobin von Saugetieren ein konjugiertes nicht vemetztes 
Protein s das ein Molekulargewicht von 64 500 hat und struk- 
turell aus zwei Untereinheiten besteht. Jede Untereiniieit 
enthalt eine Hamgruppe und eine Polypeptidkette , genannt 
Globin. Bei Saugetieren ist Hamoglobin in Erythrocytes zusam- 
men mit Stroma vorhanden, das aus Proteinen, Phospholipiden 
und Cholesterin besteht. Die Umsetzung von isoliertem Rinder~ 
Hamoglobin, entlialtend Stroma mit iiberschussigem Glutaraldehyd 
unter Bildung eines unloslichen Nlederschlages, ist in 
Histochemical J. $ Band 2, Seiten 137 bis 150, 1970, beschrie- 
ben, Almllch ist die Umsetzung von Proteinen aus ganzem Blut 



609837/0973 



- 2 - 



2607706 

mit Glutaraldehyd unter Bildung eines wasserimloslichen Leims 
in der US-PS 3 294 564 angegeben. Die Wechselwirkung von dem 
Kollagen und Gelatine mit Diisocyanaten und anderen mehrzach 
kuppelnderi Mitteln ; einschliefilich Aldehyden ist in den US-PS 
2 591 133 und 3 037 782 sowie in Biochemica et Biophysica 
Acta s Band 168, Seiten 341 bis 352, 1968, angegeben. Die 
Garboxyalkylierung von Globin zur Verwendung als Plasma- 
Strackmittel ist in der US-PS 2 719 837 beschrieben. Die dort 
beschriebenen Produkte besitzenjedoch nicht die Fahigkeit, 
Sauerstoff zu transportieren una infolgedessen gelangten sie 
nicht zur aligemeinen Anwendung. Die US- PS 2 527 210 be- 
schreibt die Verwendung von Hamoglobin zur Behandlung von Wun- 
den. Die US-PS 3 000 836 und 3 519 572 beschreiben Blutzube- 
reitungen, die als Standard zur Messung von Hamoglobin ge- 
eignet sind. In der NL-PS 7 404 140 ist ein wasserlosliches, 
vernetztes Hamoglobin beschrieben, das Stroma enthalt und als 
Plasmaersatz angewandt werden soli. 

Die vorliegende Erfindung betrifft wasserlosliches, 
polymerisiertes ^vernetztes Hamoglobin, das dadurch gekenn~ 
zeichnet ist, dafi es stromafrei ist und imstande , reversibel 
einen Liganden zu binden. 

Die Erfindung betrifft auch ein Verfahren zur Herstel» 
lung des oben angegebenen wasserioslichen pciymerisierten^ ver- 
netzten Hamoglobins, das dadurch gekennzeich.net ist, daB man 
Stroma und Zelltrtlmraer von dem Hamoglobin entfernt, das ent- 
stehende stromafreie Hamoglobin, das entweder einen Liganden 
enthalt oder nicht, mit einem polyfunktionellen Vemetzungs™ 
mittel umsetzt, das mit den reaktionsfahigen Gruppen des Hamo- 
globins reagiert ; untcr einer Atmosphareaus einem Schutzgas und 
unter Bedingungen s bei denen ein * r asserlosliches polymerisier- 
tes vernetztes Hamoglobin entsteht f und die Reaktion durch Zugabe 
eines Deactivators fur das Yernetzungsmittel zu dem Reaktions- 
gemisch abbricht, . 

../3 
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AuSerdem betrifft die Erxindung pharmazsutische Mittel, 
enthaltend einen Blutersatzstoff oder ein Blutplasma-Streck- 
mittel in. Gemisch mit einem physiologisch geeigneten Trager? 
die dadurch gekennzeichnet s±nd» daB der Blutersatzstoff oder 
das Plasma-Streckmittel das oben beschriebene wasserlosliche 
polyiaerisierte i vernetzte Hamoglobin ist. 

Die Ausdrucke "poiymerisiertes Hamoglobin", "vernetztes 
Hamoglobin" und "makromolekulares Hamoglobin" werden im xol- 
genden ersetzt durch den Ausdruck "Polyhamoglobin" und die 
Ausdrucke "poiymerisiertes Hamoglobin 51 , "vernetztes Hamoglobin" , 
!! makromoiekuiares Hamoglobin" und !l Polyhamoglobin" werden im 
Rahmen dieser Beschreibung als Equivalent angesehen. Unter 
Polyhamoglobin ist sumindest ein Hamoglobin-Tetramer, Hb^* zu 
verstehen, vernetzt in- dem Tetramer oder niit mindestens einem 
hamhaltigen Hamoglobin-Monomer, Wo } imter Bildung der makro- 
molekularen Yerhindung der allgemeinen B'ormel Poiy(Hb) nf wobei 
Hb das Hamoglobin-Monomer und n 4 bis 60, iiblicherweise 8 bis 30 
bedeutet. 

Bas erfindungsgemaBe Polyhamoglobin ist loslich in 
waflrigen Flilssigkeiten mit einem pH-Wert von 6 bis 9 und in 
physiologischen Flussigkeiten, Das Polyhamoglobin besitzt ein 
Molekulargewicht von 64 000 bis 1 000 000 und. die Eigenschaft , 
in Losung reversibel gasformige Liganden in einer Menge bis zu 



zeigt, je nach seiner Hersteliung, einen Liganden-Teildruck 
bei halber Sattigung von 2,5 bis 120 mm Hg bei 37°C, gesaessen 
"bei neutralem pH und Atmospharendruck. Die Poiyhamoglobinlo sun- 
gen besitsen eine Intrinsic™ Viskosi tat von 0,04 bis 0,16 dl/g 
und zeigen Spektren im ultra- violetten und sichtbaren Licht, 
ahnlieh wie nieht vernetztes Hamoglobin, Das Polyhamoglobin 
im oxidierten Zustand, wenn das Eisen des Hams dreiwertig ist 
und aas Polyhamoglobin vernetztes stromafreies Polymethamo™ 
globin ist, besitzt einen molekularen Extinktionskoeffizienten ? 
£ ? bei 630 nm - 3*5 + 0,4 x 10^ in Abwesenheit eines Hara- 
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llganden und £ bei 540 ~ 9»5 + 0,5 x 10^ fur verne tztes stroma- 
freies Polycyanomethamoglobin (Polymethamoglobin rait Cyanid als 
Hamliganden ) « 

Bas PolyhMmoglobin wird hergesteilt^ indent man von 
Erythrocyten ausgeht, die von f risen entnomiuenem atenschlichen 
Blut Uberaltertem (outdated) ganzen Blut oder Placentas gewonnen 
warden sind, gepackten Erythrocyten, die von Blutspendezentren 
erhalten worden sind ( oder Erythrocyten von tierischem Blut. Das 
Blut wird in Flaschen gezogen, die ein Antlkoagulans- enthalten, 
zentrifugiert und das Uberstehende Plasma abgezogen. Bas Zentri- 
fugieren wird bei -5 bis 4G°C, vorzugsweise 4 bis 6° C imgefanr 
5 bis SOMlnuten bei 650 bis 6500g durchgefuhrt, wobei das Plasma 
und der Leukocytenf ilm im sentrifugierten Blut (buffy coat) ab» 
getrennt und verworfen werden. AnschlieBend warden die roten 
Zellen in ungefahr 1 bis 4 Volumina kalter isotonischer oder 
hypertonischer Salzlosung gewaschen, die Suspension zentrifu- 
giert und die uberstehende FiUssigkeit erneut entfernt und ver- 
worfen. Die roten Zellen werden weitere 2- bis 3mal gewaschen , 
wobei die WaschflUssigkeiten nach jedera Zentrifugieren verworfen 
werden. 

Das Verfahren zur Herstellung des Ausgangsmaterials fur 
die Polymerisation umfaBt ein Isolieren des Hemoglobins aus den 
Zellen, das im wesentlichen frei ist von Zelltrummern und 
Stroma. Die Entfernung von Stromaproteinen und Lipiden ist er- 
findungsgemafl kritisch und ihre Entfernung schlieflt im wesent- 
lichen eine Nierenschadigung aus. Das Verfahren zur Herstellung 
von stromafreiem Hamoglobin umfaBt zunachst ein Lysieren (Losen) 
der Zellen in ungefahr 1 bis 4 Volumina kaltem Wasser oder 
anderen lysierenden Losungen.wie hypotonischen Phosphatpuf fer- 
losungen und hypotonischer Salzlosung. Nach der Lyse wird die 
Suspension von roten Zellen . geschtlttelt und kaltes Toluol in 
einer Menge von ungefahr 10 bis 200 % des ZellvolumenSjUblicher- 
weise etwa 10 bis 30 Vol«men-j6 zugegeben. Das Gemisch wird dann 
4 bis 10 Minuten geschuttelt und 24 bis 72 Stunden bei 4 bis 6° C 
stehengelassen, wobei ein dreiphasiges Gemisch entsteht. Die 
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untere klare rote Schicht wird isoliert und rait 40 000 bis 
50 OOOg raindestens 60 Minuten bei ungefahr 4 bis 6°C zentri- 
fugiert, dann wird die obere klare ETussigkeit abgetrennt 
und durch ein Diatomeenerde filter filtriert. Bei dieser 
Filtration werden Spuren von Stroma entfernt und verschie- 
dene bekannte Prazipitationstests konnen angewandt werden, um 
f estzustellen, ob das Hamoglobin stromafrei ist. 

Restliche niedermolekulare Salze und Metaboliten war- 
den von dem stromafreien Hamoglobin durch Dialyse gegen 
Standard" oder mediziniseh geeignete Puffer entfernt. Puffer, 
die fiir diesen Zweck geeignet sind, umfassen 0,05 m Phosphat- 
18 sung und physioiogische Salzlosung, gepuffert mit Alkali- 
bicarbonaten. Das stromafreie Hamoglobin kann dialysiert war- 
den unter Verwendung von handelsiibliehen Vorrichtungen wie 
einem Dow-miniplant unter Verwendung von Biof iber® - 50, 
Dialyse fas ern, dem Kolffsystem unter Verwendung 
permeablen Membran oder einer Crom-A-Coil ® -Einheit oder 
semipermeablen Dialysemembranen wie Zellulose, Zeliulose- 
acetat und atodifizierten Zelluloseacetatmembranen wie N,N- 
Diathylamino-athylsellulose-acetat una Zellulose-propionat. 

Die Dialyse wird bei 4 bis 6°C durchgeftihrt, indem man 
die stromafreie Hamoglobinlosung durch Zellulose "Hohlf asern 
leitet, wobei das Hamoglobin gegen einen Puffer dialysiert 
wird,, der auBen an den Fasera entlanggeleitet wird. Im ailge- 
meinen besitzen die Fasera eine Trenngrenze (exclusion limit), 
die den Durchgang von niedermolekulax v en gelosterj. S toff en er- 
laubt* ohne daB Hamoglobin mitaustritt „ Die Fliefigesehwindig™- 
keit der Fllissigkeit ist groSer als 1 ffll/oiin, vorzugsweise 
3 bis 25 ml/min. Das stromafreie Hamoglobin wird dreimal durch 
die Fasern geleitet, um Gieichgewicht einzustellen. 

AnschlieBend wird das dialysierte Hamoglobin polymeri- 
siert unter Bildung von wasserloslichem makromolekularem ver- 
netztem stromafreiem Polyhamoglobin. Das stromafreie Hamoglobin 
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zur Verne tzung kann entweder einen Liganden enthalten oder 
nicht, de nachdem, ob Hamliganden vorhanden sirid oder nicht. 
Wenn Sauerstoff oder Kohlenmonoxid als Hamliganden vorhanden 
sind s 1st das Hamoglobin bekannt als Oxyhemoglobin bzw„ 
Carbomonoxyhamoglobin . Wenn kein Hamligand vorhanden ist, 
nennt man das Hamoglobin Deoxyhamoglobin. Das Oxyhamoglobin 
und Carbomonoxyhamoglobin werden hergestellt durch Aquxlx- 
"brierung mit den entsprechenden Gasen, Sauerstoff und Kohlen™ 
monoxidjbei einer Tempera tur von 4 bis 6°C ungefahr 30 bis 60 
Mlnuten lang. Deoxyhamoglobin wird hergestellt durch wieder- 
holte Behandlung der Losung unter verringertem. Druck, ublicher- 
weise ungefahr 250 ran. Hg und anschlieBendes Spiilen mit Stick- 
a toff oder einem inerten Gas wie Argon oder Neon. Deoxyhamo- 
globin kann auch hergestellt werden durch chamische Deoxy- 
genierung unter Zugabe von Reduktionsmitteln wxe Natrium- 
dithionit oder Natriumsulfit. Die bevorzugten Formen von Hamo- 
globin zur Herstellung des erfindungsgemaBen Polyh&moglobins 
sind Oxyhamoglobin und Deoxyhamoglobin. Das Vernetzen dieser 
Hamoglobine ergibt Polyhamoglobine mit einem P^-Wert von un- 
gefahr 4 bis 120 mm Hg bei ungefahr physiologischen Bedingun- 
gen (37°C, pH 7,1) d« nach der Art der Herstellung des Poly™ 
hamoglobins. Dieser Bereich von P^-Werten von 4 bis 120 mm 
Hg umfaBt die HSmoglobin-Sauerstof f-Affinitaten wie sie sich 
in Blut und freiem natiirlich vorkommendan. Hamoglobin finden. 

Die Polymerisation von dialysiertem stromafreiem Hamo- 
globin wird durchgefUhrt durch intermolekulare Vernetzung, 
tiblicherweise der primaren Aminogruppe des Lysinrestes unter 
Bildung von wasserloslichem Polyhamoglobin. Die Verne tzung 
wird durchgefuhrt in Gegenwart mindestens eines polyfunktionel- 
len Vernetzungsmittels unter Bildung von mehr als 90 % xnakro™ 
molekularem Hamoglobin. Die Polymerisation wird durchgefuhrt, 
indem man zunachst das ReaktionsgefaB mit dem entsprechenden 
Gas spiilt. Dann wird das Hamoglobin unter einer Schutzatmor- 
5>hare des entsprechenden Gases vernetzt. Die Reaktion wird 
0,25 bis 300 Stunden bei 0 bis 2S°C unter Atmospharendruck 
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durchgefiihrt. Hohere Drucke bis zu 500 kPa konnen ebenfalls 
angevandt warden, vorzugsweise wird die Tempera tur zwischen 
0 und 10°C gehalten, utxi eine thermische Oxidation von Hamo- 
globin zu vermeiden. Tempera turen im Bereich von 4 bis 6°C 
sind be senders bevorzugt. Im allgemeinen wird ungefahr ein 
Aquivalent Hamoglobin mit einem Molekuiargewicht von 64 000 
ffiit 2 S 5 bis 300 Aquivalent des polyfunktionellen Yernet- 
zungsmittels umgesetzt. 

Die Reaktion wird abgebrochen durch Zugabe eines Ver- 
netzmittel-Desaktivators wie eines niedermolekuiaren Amins 
(wie die Konzentration an Ve rne tzung smi tt el zunimmt, kann 
die Neigung zur Bildung unloslicher Polymerisationsprodukte 
zunehmen und das kann verhindert werden durch Zugabe eines 
Teils des Desaktivators vor der Zugabe des Vernetzungsmittels) s 
Die zugesetzte Mange an Desaktivator wird so gewahlt, daB sie 
ausreicht, um mit den nicht umgesetzten funktionellen Gruppen 
eines Ve met zungsmittels, das an eine Hamoglobingruppe gebun~ 
den ist, zu reagieren. Ublicherweise verwendet man eine 
stochiometrische Henge Oder ein UberschuB bis zu 250 Aquiva- 
lent Desaktivator auf ein Aquivalent Vernetzungsmittel, Nach 
der Zugabe des Desaktivators wird das Reakti onsgemi sen wei- 
tere 18 bis 24 Stunden bei vex-minderter Tempera tur gerunrt. 
Das rone Reaktionsgeinisch wird durch Zentrifugieren geklart 
und gegen eine isotonische Elektroly tic sung dialysiert. Das 
erhaltene losliche Polyhamoglobin wird sterilisiert durch 
Filtrieren durch einen Filter mit einer PorengroBe von unge- 
fahr 0,2 bis ungefahr 0,45 yum, vorzugsweise 0,22 ^um„ 

Die fur die erf indungsgemaBen Zwecke geeigneten poly- 
funktionellen Vernetzungsmittel sind vorzugsweise wasser- 
loslich und reagieren mit vernetzbaren Stellen von Hamoglobin 
unter Bildung eines vernetzten wasserloslichen Produktes. Die 
angewandten Vernetzungsiaittel ilben keinen nachteiligen Effekt 
auf das Hamoglobin, dessen Loslichkeit oder seine Fahigkeit, 
reversibel Sauerstoff zu binden und zu den Geweben und Organen 
zu transportieren^ aus, Die polyfunktionellen Vernetzungs- 
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mittel besitzen zumindes t zwei ftmktionelle Gruppen, die gleich 
osier verschieden sein konnen. Biese Gruppen sind imstande , mit 
Amino gruppen und anderen vernetzbaren Stellen des Hamoglobin- 
molekuls zu reagieren und sie zu vernetzen. Unter Aminogruppen 
sind die N-endstSndigen «C -Aminogruppen der Hamoglobioketten 
iond der basischen Amino saure reste wie Lysin und Arginin zu 
verstehen. Die funktionellen Gruppen des Vernetzungsmittels 
konnen kovalent miteinander verbunden sein oder sie konnen 
durch eine aliphatische Gruppe oder einen aromatischen Ring 
voneinander getrennt sein. Beispiele fur aroma tisch stabili- 
sierte funktionelle Gruppen sind mit einer Fitxogruppe 
gktivierte Azo~ und Halogengruppen . Diese umfassen Verbin- 
dungen mit einera he t e r o cy'cli s chen Ring mit reaktionsfahigen 
Gruppen an dem Ring wie Triazine der Formel 




wobei R 1 ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35 und 
R 2 ein nukleophiler Substituent wie eine aliphatische Gruppe 
(z.B. Alkylgruppe mit 1 bis 8 Kohlenstoffatomen) oder aroma- 
tische Gruppe, ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35 
oder eine Aminogruppe ist. Vernetzungsmittel dieser Formel 
sind z.B. 2-Amino-4, 6-dichlor~s~triazin und Chlor-s-triazin. 



Geeignete Vernetzungsmittel umfassen auch aromatisch 
stabilisierte Verbindungen der B'ormel 

U 4 u 



in der R^ eine kovalente Bindung, eine Alkylengruppe mit 
1 bis 5 Kohlenstoffatomen, eine Phenylen-, Oxy- , Sulfonyl- 
oder sek-Aminogruppe, R h ein Halogenatom oder eine Nitro- 
gruppe, R,_ ein Wasserstoffatom, eine Nitrogruppe, eine 

ORIGINAL INSPECTED 
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Alkylgruppe mit 1 bis 8 Kohlenstof fatoinen, eine Sulf o- oder 
Carbacylgruppe und Rg ein Halogenatom, eine Diazo™, Isooyanat™ 
oder Isothiocyanatgruppe bedeuten. Beispieihaf te Verbindungen 
dieser Pormel sind Bis-diazobenzidin-^^-sulf onsaure f ^ s k f - 
Difluor-3,3*~dinitrophenylsulfon und Mphenyl-4 s 4 # ~dii8othiQ<« 
cyanat, 

Andere geeignete Vernetzuixgsmittel umfassen Verbindungen 
der Forme 1 

% 

wobei R„ ein Halogenatom mit der Ordnungszahl 9 bis 35* Rg sine 
Nitrogruppe oder ein Wasserstoffatom bedeuten s wobei mindestens 
ein Rest R g eine Nitrogruppe ist. 

Eine typische Verbindung hierfiir ist 1 , 5-Dif luor-2 , 4- 
dinitrobenzol . 

Weitere geeignete Vernetzungsmittel sind Ver , bindungen der 
Formel (R 9 ) 2 C = °> wobei ein Was sers toff- oder Halogenatom mit 
der Ordnungszahl 9 bis 35 ist. 

Weitere geeignete Vemetzungsmittel sind Verbindungen der 
Fornieln 

R 10- (CH 2 ) m- C 6 H 4- (CH 2 ) n- R 10 J 

^{CH„} ^ 
2 pT" 

R 10~ CH 2^ ^ CH 2 -R 10 ; URd 



' (CH )- 
2 q 



R 10- (CH 2 ) x- R ll- {CH 2 ) x- R 10 



,./10 
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W obei n eine ganze Zahl von 1 Ms 8, m eine ganze Zahl von 
0 Ms 3 S P eine ganze Zahl von 0 Ms 4, q eine ganze Zahl 
von 1 his 5, R 10 eine funktionelle Gruppe wie oben angegeben 
wie eine Isocyanat-, Vinyl-, Bnlno-, Isothiocyanath iso- 
cyanid-, Aldehyd-, Epoxid-, Chlorf ormiat- , Trichlorf ormat- 
oder Imldoalkylestergruppe oder eine Gruppe der Pormel 



—en oder 

(CH 2 ) a 



wohei a eine ganze Zahl von 1 bis 3 und ein 
Halogenatom oder eine AzogruppW R^ eine Oxy-, Sulfonyi- 
oder zweiwertige Aminogruppe bedeutet. 

Beispiele fiir hands Isiibliche Verne tzungsmittel der oben 
angegebenen Formeln sind Divinyl-sulf on, Epichlorhydrin, 
Butadien-diepoxid, Athylen-glykol-diglycidylather, Glyzenn- 
diglycidyl-ather, Dimethyl-suherimidat-dihydrochlond, 
Dimethyl-malonimidat-dihydrochlorid und Dimethyl-adipxmxdat- 

dihydrochlorid. 

Typische Veraetzungsmittel mit einer Isocyanat- oder 
Isothiocyanatgruppe sind Diphenyl-4 , 4' -diisothiocyanat-2 , Z> - 
disulfonsaure, Toluol-diisocyanat, Toluol-2-xsocyanat-^- 
isothiocyanat, 3-Methoxy-diphenylmethan-4,41diisocyanat, - 
Propylen-diisocyanat, Butylen-diisocyanat und Hexamethylen- 
diisocyanat. 

Beispiele fur Vernetzungsmittel mit einer Aldehyd-. oder 
Dialdehydgruppe sind Fonnaldehyd, Paraformaldehyde mxt 
Formaldehyd aktivierte Harnstoffe wie 1 , 3 -Bi S (h:ydroxymechyl)» 
harnstoff und N, N' -Di (hydroxyme thyl )-imidazolidinon-gloxal , 
Malondialdehyd, Bernstein-diaidehyd, Glutaraidehyd # Adipxn- 
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aldehyd, 3-Methyl~.glutarald.ehyd, Propyladipinaldehyd , Phthal- 
dialdehyd, Terephthaldehyd und Mai ondi aldehyd. 

Andere Vemetzungsraittel umfassen Derivate von Carbon- 
sauren und CarbonsSureresten von in situ aktiviertem Hamo- 
glohin unter Biidung eines reaktionsfahigen Deri vats von 
Hamoglobin, das mit den Arainen eines anderen Hamoglobinmole- 
kills vernetzt. Typische Garbonsauren, die fUr diesen Zweck 
geeignet sind, besitzen die Forrael C0 2 H(CH 9 ) n C0 2 H oder 
U CR 2^xi C00E ^3 CB -> in denen n 1 bis 8 1st. Derartige Carbon- 
sauren umfassen Citronen-.Malon-, Adipin- und Bernsteinsaure* 
Carbonsaureaktivatoren umfassen Thionylchlorid, Carbodiimide, 
N-Athyl-5-phenyl-isoxazolium-3-sulfonat (Woodward's Reagens K), 
N,N'-Carbonyldiimidazol, N-tert.-Butyl-5-methylisoxazolium- 
perchlorat (Woodward's Reagens L), 1 -Athyl-3-dimethyl-amino- 
propylcarbodiimid, 1 -Cyclohexyl-3- ( 2-morpholina thyl ) -carbo- 
diimid-metho-p-toluol-sulfonat. 



Das Vernetzungsmittel kann auch eine Dialdehydvorstufe 
die leicht einen bifunktionellen Dialdehyd in dem 
Reaktionsmediuin bildet. Geeignete Dialdehydvorstuf en umfassen; 
Acroleindimer oder 3, 4-Dihydro~-1 f 2~pyran™2-carboxaldehyd ? bei 
dem ira waBrigen Medium Ringspaltung eintritt unter Biidung von 
^-Hydroxy-adipinaldehyd. Andere Vorstufen, die bei Hydrolase 
ein Vernetzungsmittel bilden, sind u„a. 2-Athoxy~3 s 4-dihydro™ 
1,2-pyran, das Glutaraldehyd ergibt, 2-ltIioxy-4~methyl-»3 s 4». 
dihydro-1 ,2-pyran, das 3»Methyl«»g.lutaraldehyd ergibt, 2„5- 
Diathoxy-tetrahydrofuran, das Bernsteindialdehyd ergibt und 
1 , 1 *3 s 3-Tetraathoxypropan, das Halondiaidehyd ergibt und 
Formaldehyd aus Trioxan. 

Der Vernetzungsmittel-Desaktivator, der zu dem Poly- 
merisationsgemisch zugegeben wird f urn die Reaktion absubrechen, 
(oder gegebenenfalls, werm er zu Beginn zugegeben wird, zur 
Regulierung der Vernetzungsreaktion) ? 1st ein mono-, di~ oder 
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multifunktionelles Reagenz, vorzugsweise ein primares Amin der 
Formal R-NHg , Das Amin soilte wasserlSslich sein, urn dazu bei- 
zutragen, die Lo s 1 i chkei t s e igenschaf t en des polymerisierten 
Hamoglcbins aufrechtzuerhalten. Typische niedermolekulare Amine, 
die angewandt warden konnen, sind Glycin, Lysin, Serin, Threonin, 
Alanin, Athanolamin, 2-Aminoadipinsaure und Glutation. Andere 
Verbindungen, die ge eigne t sind, die Vernetzungsmittel zu 
desaktivieren sind Abbruchmittel wie Bisulfite und Dioie, die 
imstande sind, Aldehyde zu. desaktivieren, niedermolekulare 
Aikohole zur Desaktivierung von aktivierten Carbonsauren, 
aktivierte Halogenide und Iaocyanate und. Sulfhydryle zur Des- 
aktivierung von Epoxiden und Vinylen, 

Die Erfindung wird durch die folgenden, nicht ein- 
schrankenden Beispiele, naher erlautert. 



Bei spiel 1 

Herstellung der Hamoglcbinlosungs 

Das Ausgangsmaterial waren 5 Einheiten uberaitertes mensch- 
liches Blut s enthaltend saure Citrat-Dextrose-Losung als Anti- 
koagulans . Das Blut wurde von einer lokalen Blutbank erhalten. 
Zunachst wurde das Blut aus den GefaSen der Blutbank in auto- 
klavenartige 500 ml CentrifugengefaBe gegeben. Die GefaBe wur- 
den mit einer Kappe verschlossen und das Blut, bestehend aus 
Erythrocyte^ Leukocyten, Blutplattchen und Plasma mit 5000 UpM 
(4000g) s 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Dann wurden das 
Plasma, der Leukocytenfilm und die Blutblattchen durch Absaugen 
durch eine sterile Pipette entfernt und verworfen. Die sedi- 
mentierten Erythrocyten, die suriickblieben,, wurden viermal durch 
Suspendieren in ungefahr dera dreifachen ihres Volumen&eiskalter 
steriler 0,9 %lger physiologischer Salzlosung oder 1,6 %iger 
Natriumchloridlosung gewaschen. Nach jedem Waschen wurden die 
Zellen wieder durch Zentrifugieren sedimentiert und die uber~ 
steheride Fliissigkeit entfernt und verworfen. 
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Anschlieflend wurden die gevaschenen roten Zelien entweder 
mit einem gleichen Yolumen von eiskaltem Wasser oder hypertoni™ 
seher, 0,05 m Pho sphatpuf ferlo sung , pH 7*2, lysis rt, am die 
intakten Zellwande auf zubrechen und das Hamoglobin freisusetsen. 
Die Lyse wurde durch 1 bis 2 Minuten langes heftiges Schutteln 
der Zell-Wasser-Suspension bei Raumtemperatur vervollstandigt. 
Dann wurden die lysierten Zellen in einen sterilen 2-Liter™ 
Scheidetrichter gegeben, wobei das gesamte Yolumen der Losung 
ungefahr 1500 ml betrug. Das lysierte Erythrocyten-Wa s ser - 
Gemisch wurde durch Extraktion rait 350 nil eiskaltem Toluol 
fiir ReagenzEwecke von Stroma befreit. Die Extraktion wurde 
durchgeflihrt durch zumindest fiinf Minuten langes Schutteln in 
detn Scheidetrichter. 

Nach dam Stehen bei 4°C liber Nacht trennte sich das 
Extraktionsgemisch in drei Schichtens Eine obere Schicht aus 
Toluol, enthaltend Stroma und Lipide, eine mittlere Schicht 
von ZelltrUmmern und eine untei % e Schicht aus der dunkelroten 
waBrigen Hamogiobinldsung. Die untere Hamoglobinschicht 800 
bis 1200 ml / wurde abgetrennt und mit 19 000 UpM. (50 OOOg ) , 
60 Minuten bei 4°C zentrif ugiert , um die noch verbleibenden 
Zelltrlimmer zu sedimentieren . Wenn nach dem Extrahieren mit 
Toluol keine. Trennung der Schichten eintritt, wird die Toluol™ 
Wasser-Zellemulsion entweder durch Zentrifugieren mit 5000 UpM. 
(4000g) 30 Minuten bei 4°C oder durch Behandeln der Emulsion 
mit 0,15 Volumina Celite ® -535 Filterhilf e f einem Diatomeen- 
erdefilter. aufgebrochen. Die wafirige Hamoglobinlosung wird 



vor dem Celite ^ durch Vakuumf iltration und Zentrifugieren mit 
19 000 UpM (50 OOOg) entfernt. Etwaige letzte Spuren von Stroma 
in dem Hamoglobin wurden entweder durch E iltrieren durch Fil- 
ter mit einer PorengroBe von 0,22 ^urn oder durch Durchleiten 
durch eine 3,8 cm (1,5 inch) dicke Schicht nafigepackter 



Celite ^ -535 Filterhilf e , die vorher sauer und anschlieflend 
mit sterilem pyrogenf reiem Wasser gewaschen worden war, ent- 
fernt. 
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AnschlieBend wurde die frisei: hergestellte stromafreie 
Hamoglobinlo sung gegen 0,05 in Pho sphatpuf f er , pH 7,6 mit Hilfe 



eirxes Dow Biof iber ^ -50 Miniplani: -Dialysator dialysiert. Die 
semipermeable!! hohlen Zellulosefajsern des Dialysators warden 
zunachst mit 2*5 % Formalin gewasohen and dann mit sterilens 
pyrogenfreiem Wasser gespu.lt, urn eine mogliche Verunreinigung 
des Hamoglobins durch Bakterien zu vermeiden. Die Aussenseite 
der Dialysehohlfasern wurde mit sterileia Wasser una sterilem 
Pho sphatpuf fer gespiilt. Dann wurde die Hamoglobinlo sung mit 
einer FlieBge schwindigkeit von 20 ral/min durch die Fasern ge™ 
leitet, wahrend der Puffer auBen urn die Fasern geleitet wurde 
und der Fiufl des Puffers gegen die Flieflrichtung des Hamoglobins 
mit einer Ge schwindigkeit von 100 ml/min stattfand. Die Harao- 
globinlosung wurde wiedeiiiolt durch die Fasern geleitet, zu- 
mindest dreimal, urn einen vollstandigen Elektrolytaustausch 
und Entf emung von zeilulSren Kaliumionen sicherzustellen. Die 
Hamoglobinlo sung wurde weiter geklart und sterilisiert durch 
Druckf titration durch ein 0,22 fom Filter, bestehend aus ge» 
mischen Estern von Zellulose der Millipore Corporation, Die 
stromafreie Hamoglobinlo sung wurde durch Zutropfen von unge- 
fahr 1 ml eiskalter gesattigter Ammoniumsuifatlosung zu 1 ml 
Hamoglobinlo sung unter konstantem Riihren untersucht* ob sie 
stromafrei war, Wenn kein Hiederschlag auftritt, 1st die La- 
sung stromafrei. Die Hamoglobinlo sung wurde bis zum Verbrauch 
bei 4 bis 6°C gelagert. 

Die Hamoglobinlo sung wurde analysiert, urn die Menge an 
Methamoglobin und Gesamthamoglobin in der Zubereitung zu be- 
stimmen. in Oxyhemoglobin 1st das Eisen der Hamgruppe zwei- 
wertig. Wenn Hamoglobin zu Methamoglobin oxidiert wird, liegt 
das Eisen in dreiwertigem Zustand vor. Da Methamoglobin nicht 
imstande ist, Liganden wie CO, 0 2 und NO zu transportieren, 
ist sein Vorhandensein in wesentlichen Mengen in der KSmo- 
globinzubereitung unerwunscht. Das Vorhandensein von Met- 
hamoglobin wurde spektrophotometrisch nacli dem modif izierten 
Cyanome thamoglobinve rfahren bestimmt , (Hawk 8 s Fhy si ologi cal 
Chemistry , Seite 1096, 1968). Die Konzentrationen an Hamo™ 
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giobin und Methamoglobin in der Hamoglobinlosung wurden folgen- 
dermaSen bestimmt; Zunachst wurde die Hamoglobinlosung auf eine 
Konzentration von ungefahr 10 ing/ml verdunnt (Losung A) und die 
Absorbtion der Losung bei 630. nm gegen Wasser bestimmt (L^). 
Ein Tropfen einer KCN-LSsung (1 Toil 10 % KCN und 1 Teil 0,05 m 
Phosphat, pH 7,6) wurde zugegeben und die Losung gemischt. Durch 
diese Zugabe wird gegebenenfalls vorhandenes Methamoglobin in 
Cyanomethamoglobin umgewandelt. Nach zwei Minuten wird die Absorb- 
tion der Losung bei 630 nm gegen destiiliertes Wasser erneut ab~ 
gelesea ( L 2^ s Cyanomethamoglobin absorbiert nicht bei 630 nm s 
Darin wird 1 ml der Losung A mit 9 nil destilliertem Wasser ver- 
dUnnt. Ein Tropfen 20 %iges Kaliumferricyanid wird zugegeben und 
nach zwei Minuten ein Tropfen von 10 &Lgem KCN. Die Losung wird 
gemischt und die Absorbtion bei 540 nm gegen eine Blindprobe, be- 
stehend aus 10 ml Wasser, enthaltend je einen Tropfen 20 Jfiiges 
Kaliumferricyanid und 10 %lges KCN, abgelesen (L^). Die Konzen- 
tration von Methamoglobin und Hamoglobin wird f olgendermassen 
berechnet: 

Konzentration von Methamoglobin (raM) = L 1 ~ L 2 x Verdiinnungs- 
faktor der Losung A, (£mM=3,7 fur Methamo|l6bin bei 630 nxa}» 

Gesamtkonzentration von Hamoglobin (mM) - x VerdUnnungs- 

faktor der Losung A x 10 femM=11,0 fur Cyano m §thamoglobin bei 
540 nm). Die Ergebnisse fur frisch hergestelltes Hamoglobin wa- 
ren 0 bis 0,3 % (3ew/VriL)Methamoglobin , wahrend die Gesamthamo- 
globinkonzentration Ublicherweise 13 bis 14 % (Gew./Vol) oder 
130 bis 140 mg Hamoglobin/ml betrug. 

Die Oxidation von Hamoglobin zu Methamoglobin zur Be- 
stimmung des millimolaren Extinktionskoeffizienten bei einer 
Wellenlange maximaler Absorbtion wurde durchgeftihrt durch Urn- 
setzung von Hamoglobin mit Kaliumferricyanid, wobei die zuletzt 
genannte Verbindung in einem 5 %±gen UberschuS, bezogen auf 
Hamaquivalent vorhanden war. Ein etwaiger UberschuB an nieder- 
molekularen Reagenzien wurde entfernt durch Dialyse gegen 
0,2 m Phosphatpuffer, pH 6,8, und anschlieBende Dialyse gegen 
glasdestilliertes V/asser nach dem in Science , Band 144, Seite 68> 
1968 angegebenen Verfahren, 
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Zur Bestimmung der millimolaren Extinktionskoef fizienten 
wurde der lisengehalt der Probe bestimmt durch Atomabsorbtioas- 
spektroskopie nach dem in Am. J. Clin. Path. , Band 48 , Seiten 
225 bis 228, 1 967 , angegebenen Verfahren und der in The Physiolo- 
gist,, Band 15? Seite 138, 1972, angegebenen Modif izierung. Ent- 
sprechend der Modif izierung wird eine 0,007 /«ige Losung von 
Albumin zu dem Vergleichseisenstandard zugegeben f urn die 
Proteinkonzentration in den Standards und Proben anzugleichen, 

Aus der Absorbtion der Losung bei einer Wellenlange 
maximaier Absorbtion, A 5 und deru Eisengehalt der Probe warden 
die Extinktionskoeffizienten nach der folgenden Forme 1 berech- 
nets 

f - Absorbtion belAmax 
Mol Fe 

Mit Hilfe des angegebenen Verfahrens ergab das nach Beispiel 1 
hergestellte Hamoglobin s wenn es zu Methamoglobin oxidiert vror- 
den war, £ ~ 3,7 x 10^ bei 630 nm und wenn Gyanid zugegeben 
worden war £ = 11,1 x lO* bei 540 nm. Die spektralen £igen- 
schaften von Hamoglobin und. Polyhamoglobin sowohl in Form von 
Methamoglobin als auch von Cyanomethamoglobin sind in Tabelle 2 
angegeben. 

Beispiel 2 

Umsetzung von Dioxyhamoglobin mit Glutaraldehyd 

0 

In einen 1-Liter-Kolben 5 der mit Argon bei ungefahr 4 C 
aquilibriert war, wurden unter LuftausschluB 250 ml DeoxyhMmo- 
globiniosung, 14,2 ?b(Gew./Vol«) in 0,05 m Phosphatpuf fer mit 
einem pH-Wert von 7,1 und einem Methamoglobingehalt von weniger 
als O s 3 % (Gew./Vol. ) zugegeben. Die Losung wurde durch kontinu- 
ierliches Spulen mit Stickstoff frei von Luft gehalten. Dann 
wurden 4,65 ml einer 1,3 m Lysinmonohydrochloridlosung in von 
Luft befreite«?0,05 m Phosphatpuf fer zugegeben und die Losung 
18 Stunden mit Stickstoff aquilibriert, urn moglicherweise noch 
vorhandene Spuren von Luft zu eatfernen. 
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AnschlieBend wurden 5 ail 25 ?oigen waBrigen Glutaralde- 
hyds auf 125 ml mit von Sauerstoff befreitem 0,05 m Phosphat- 
puffer verdiinnt, um eine 0,1 m Glutaraldehydlosung, pH 7*6, 
zu erhalten. 121 ml dieser Losung wurden zu der Deoxyhaino- 
globin-Lysin- Losung zugegeoen. Die entstelxen.de Losung wurde 
3 bis 18 Stunden unter den oben beschriebenen Reaktionsbe- 
dingungen gerlihrt, urn eine Vernetzung des De oxyhamogl obins 
sicherzustellen. Die Vernetzungsreaktion wurde abgebrochen 
durch Zugabe von 46,5 ml von Luft befreiter Lysinlosung, 
1,3 m, und die Losung wurde weitere 18 Stunden gerlihrt. 

Nach dent Abbruch der Reaktion wurde die Reaktionslosung 
mit 100 'j&Lgem Sauerstoff oxidiert und die Losung geklart durch 
Zentrifugieren und Filtrieren durch ein 0*65 ^uin Miilipore ^» 
Filter. Diese und die folgenden Stufen wurden so durehgeflihrt, 
daB die Tempera tur der Losung nicht liber 15 C steigen konnte. 
Die geklarte Losung wurde gegen eine ge eigne te Elektrolytlo™ 
sung dialysiert, um nicht gebundenen Glutaraldehyd und uber- 
schussiges Lysin zu entfernen. Das Ge samtvolumerj. nach der 
Dialyse betrug 350 ml mit einem pH-Wert von 6,77 bei 37°C in 
normaler physiologischer S a lzldsung. 

Gegebenenfalls konnen Kationen und andere Komponenten 
in dieser Yerfahrensstufe zxx der Polyhamoglobinlosung zugege- 
ben werden. Auch kann der pH-Wert auf den Wert der Umgebung 
gebracht werden, bei der das Produkt angewandt werden soil; 
und die Losung kann durch Filtrieren durch eine Autoklaven 
Filtrationseinheit, fassend ein Filter mit einer Poren- 
groBe von ungeiahr 0,22 ^um j sterilisiert werden. 

Die Spektralanalyse der Losung im ultravioletten und 
"sichtbaren Bereich ergab die in Figur 1 geseigte Absorptions™ 
kurve. Die Spektralanalyse des durch Aquilibrieren der Losung 
mit Stickstoff erhaltenen d9oxigenierten polymerisierten 
Hamoglofcdns ergab die in Figur 2 angegebene Kurve , Die molaren 
Extinktionskoeff izienten fur Polymethamoglobin und Poiycyano™ 
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methamoglobin, die erhalten warden waren durch Oxidation von 
Polyhamoglobin mit Kaliumf erricyanid entsprechend Beispiel 1 , 
wurden bestimmt und die JSrgebnisse sind in Tabelle 2 angege- 
ben. 

Die Bestiromung der intermolekularen Vernetzung zwischen 
Hamoglobintetrameren wurde durchgefuhrt durch. Gelfiltration 
mit Hilfe eines biologisch inerten Polyacrylamids mit einer 
Molekulargewichtsausschluflgrenze von 1 50000 Dal ton. Das 

eluierte Material wurde bei 546 nm beobachtet. Das Elutions- 
profil zeigte, daB die angewandten Reaktionsbedingungen tiber 
90 % makromolekulares Harnoglobin ergaben, da der tiberwiegende 
Teil (\9Q %} des eluierten Proteins von den Gelporen zurUckge- 
halten wurde „' Das Polyacrylamidgel ist im Handel erhaltlich 
als Bio-Gel ® P-150 der Bio-Rad Laboratories > Richmond, 
California , USA, 

Bin weiterer Hinweis auf die VeraetEung wurde durch 
Dodecylsulfat~P.olyacrylamid~gel-Elektrcphorese erhalten. Das 
angewandte Verfahren ist beschrieben in J. Biol* Ch.em ? Band 
244, Seiten 4406 bis 4412, 1969. Das Ergebnis dieser Analyse 
zeigte, dafi Da oxyhemoglobin,, das mit Glutaraldehyd polymeri- 
siert war, aus kovalent vernetsten Aggregaten bestand mit 
Molekulai^ewiehten entsprechend einem ganzzanligen vielfa- 
chen des Monomers , 1<n<8. 

Das Molekulargewicht des polymerisierten Hamoglobins 
wurde bestimmt durch Geldurchdringungschromatographie . Ver- 
fahren fur Molekulargewichtsbestimmungen sind beschrieben in 
Biochem* Biophys. Acta, Band 79, Seiten 393 bis 406, 1964, 

Die Geldurchdringung durch Agarosegel wurde zur M«oleku- 
1&£<~ Gewichtsbestimmung angewandt. Das Agarosegel besitzt 
eine MolekulargewichtsausschluBgrenze von 20 x 10^ Dalton. 
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Die kugelfdrmigen Agarosegelperlen sind erhaltlich als 
Sepharose © 4-B von Pharmacia Fine Chemicals , Uppsala, 
Seiiweden* Beim Eluiererx durch. eine Saule, die mit Globular- 
proteinen geeicht war, erhielt man das zahlerunaBige Moleku- 
largewichtsmittel , VL. , das Gevrichtsmittel des Molekularge- 
wichts,M , und den Grad der PolymerisationjD,?'. , fur das 
polymerisierte Hamoglobin. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 
angegeben. 

Eine weitere Charakterisierung des Polyhamoglobins 
wurde erreicht durch Messung der Viskositat und Osmolaritat * 
Die Ergebnisse zeigten eine erhohte Viskositat fiir mit 
Glutaraldehyd vernetstes Deoxyhamoglobin im Vergleich zu 
Hamoglobin sowie ein Newton 8 sches Veriiarten ? was die Unab- 
hangigkeit der Viskositat von der Scherkraft zeigt. Dieses 
Polymer zeigte eine starke Zunahme der relativen Viskositat 
mit der Konzentration f wie aus Figur 4 hervorgeht und durch 
die die Kreise verbindende Kurve angegeben ist» Die Viskosi- 
tat sda ten wurden mit einem Gstwald-Viskosiraeter Mr, 25 bei 
37°C nach der ASTM-Bestiromung D21 62-64 erhalten. Die 
Osmolaritat wurde mit einem Dampfdruckosmometer, Model 302B 
der Hewlett Packard, bestimmt, das mit Hilfe der modernen . •• 

Ge f r i e rp unk t s s tandard s NaCl geeicht war. Die poly- 
merisierten Hamoglobinlosungen in einem physiologisch ge- 
eigneten Trager wareu alle iso-osmotisch, 300 mOsm/kg H^O 
(+10!$) mit einer Intrinsic-Yiskositat JjjJ ~ 0,,091 dl/g» 

Der Grad der kationischen Bindung an Polyhamoglobin 
wurde bestimmt durch Zugabe von entweder Calcium-- oder 
Magnesiumionen zu der Losung. Die Proben wurden 15 Minuten 
bis 18 Stunden bei 4°G inkubiert und das makromolekulare 
Hamoglobin von dem Losungsmittel abgetrennt durch Zentrifu- 
gieren durch einen Membranultrafiltex' mit einer Riickiialt- 
grense fiir ein Molekulargewicht von 50 000 « Diese Ultraf liter 
sind unter dem Mamen Gentriflo ' Membrane Ultraf liters der 
Amican Corporation, Lexington, Massachusetts USA im Handel. 
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Das klare Filtrat wurde auf den Calcium- oder Magne siumgehalt 



untersucht mit Hilfe von Calcium Rapid Stat ^ und Magnesium 
Rapid Stat ^ der Pierce Chemical Co., Roekford, Illinois USA S 
Die Ergebnisse zeigten keine Bindung von CalciuiB-oder Magne- 
siumionen an das Polyhamoglobin. 

Die Sterilitat der Losungen wurde nach Standard verf ah- 
ren fur flussige Medien USP XVIII, Seiten 856 bis 865, 1970* 
bestimmt* Alle Prabcn, die durch ein 0,22 yum Filter filtriert 
warden waren, exwiesen sich als steril. 

Die Analyse des polymerisierten Hamoglobins auf Gesamt- 

haitioglobin und Methamoglobin nach dem in Beispiel 1 beschrie- 

benen Verfahren ergab eine Hamoglobinkonzerxtration von unge- 

fahr 8 % (Gew./Vol. ) und eine Methaniogiobinkonzentratloii von 

weniger als 0,6 ?o(Gew./Vol. ) , was zeigt, daB das Hamoglobin- 

eisen im zweiwertigen Zustand verblieben ist. Die Sauerstoff- 

bindungsfahigkeit wurde in einer Van Slyke-Vorrichtung nach 

dem in J. Biol. Chem. Band 61, Seiten 523 bis 575, 1924, an- 

gegebenen Verfahren bestimmt und es zeigte sich, daB sie 

nahe bei 100 % lag. Die Sauerstoff affinitat des makromalekula™ 

ren Hamoglobins, gemessen als Teildruck Sauerstoff , der er- 

forderlich Ist, um die Polyhamoglobinlosung zur Halfte zu 

Hg 

sattigen ^ wurde zu 22 mmv&auerstoffdruck oder Iv Q ~ 22 mm Hg 
bei Atraospharendruck und 57°C bei einer Losung mit einem 
pH-¥ert von 7,1 gefunden. Die Sauerstoff -Dissozationskurve 
ist in Figur 3 angegeben. Die Sauerstoff-DIssozationskurven 
von Hamoglobin und dessen Derivaten werden bestimmt, indem man 
zunachst eine Hamoglobinprobe durch Tonometrie mit einem Gas- 
gemisch bekannter Zusammensetzung aquilibriert und dann die 
aquilibrierte Probe spektrophotometiisch iniBt. Die Sauerstoff - 
dissozati onskurven fur Hamoglobin und dessen Derivate we rden 
auch bestimmt, indem man tonometriertes Hamoglobin verwendet 
und es in einer Sauerstoff sattigungsmeflvorrichtung (Oxygen 
Saturationmeter) photometrisch ail fit. Das fur diese Bestimmun- 
gen angewandte Verfahren und Tonometer sind beschrieben In 
Pfliigers Archiv, Band 15, Seiten 418 bis 424, 1960} Operators 
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Manual - 137 Tonometer,, Seiten 1 bis 14 unci 37 bis 42, 1965, 
veroffentlicht von Instrumentation Laboratory, Inc., Lexing- 
ton, Massachusetts, USA ; und J", Appl. Physiol . , Band 28 , 
Seiten 227 bis 233, 1970, Die Saue r s tof f -SStti gung s verf ahren 
sine! bekannt (Scan. J. Clin. Lab. Inv. Band 14, Seiten 387 
bis 597, 1962), 

Beispiel 3 

Reaktion von Oxyhemoglobin mit Gluta raldehy d 

Die Polymerisation von Oxyhamoglobin rait Glutaraldehyd wurde 
durchgeftihrt, indem man das Verf ahren des Beispiels 2 mit al- 
ien dort angegebenen Bedingungen wiederholte mit der Ausnahma, 
daB die Losungen und die Reaktionsumgebung Sauerstoff en thi el- 
ten (are kept aerobic) durch Aquilibrieren entweder mit Luft 
Oder mit 100 %xgem 0 9 . Gegebenenfalls kann die polymerisierte 
Oxyhamo gl obinl o sung durch Filtrieren durch einen 0,43 /urn Fil- 
ter aterilisiert werden. 

Die Bestimmung der intermolekularen Veraetzung wurde 
durch Gelf lltration ,wie in Beispiel 2 angegeben, durchgefuhrt 
und das entstshende KLutionsprofil zeigte,, daB die Reaktion 
zu 90 % makromolekularem Hamoglobin gefiihrt hatte. Die Brgeb- 
nisse der Molekulargewichtsanalyse sind in Tabelle 1 angegeben. 
Die makroxnolekulare Oxyhamoglobinlosung war iso-osmotIsch„ 
300 mOsm/kg H 2 0 (+ 10 %) mit einer Intrinsic-VIskositat (-q) ~ 
0,110 dl/g, Dieses Polymer zeigte eine starke Zunahme der 
relativen Viskositat mit der Konzentration wie in Figur 4 durch 
die die Dreiecke verbindende Kurve angegeben ist. 

Die Analyse des Polyhamoglobins auf Ge samthamo globin und 
Methamoglobin . zeigte eine ' Hamoglobinkonzentration von ungefahr 
8 ^(Gew./VoL) und eine Methamoglobinkonzentration von weniger 
als 0,6 #(Gew./Vol.) Die Sauerstoff aufnehmefahigkeit wurde zu 
nahe 100 % gefunden, der P^Q-Wert war 4 mm Hg Sauerstoff druck 
bei Atmospharendruck und 37 C mit einer Losung mit einem pH- 
Wert von 7,1 unci einer Sauerstoff dissoaationskurve wie in Pigur 5 
angegeben. 
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Beispi el 4 

Uaisetzung von Deoxyhamoglobin mit Di vinyl sulf on - 

In einen 1-Liter~Kolben s der mit Argon bei ungefahr 4°C aquili- 
briert war s warden unter Luf tausschluB 250 ml Deoxyhamoglobin- 
losung 14 #(Gew./Vol.) in 0,05 m Phosphatpuff er mit einem pH™ 
Wert von 7,1 und einem Methaioaglobingehalt von weniger als 
0,3 % (Gew„/VoI.) gegeben. Die Losung wurde durch kontinuierliches 
Spulen mit feuchtem Stickstoff frei von Luft gehalten. Die Beoxy- 
hamoglobinlosung wurde dann 18 Stunden mit Sticks toff aquili- 
briert, um moglicherweise nocii vorhandene Luftverunreinigungen 
zu entfernen. 

AnschlieBend wurden 115 mg (0 ? 85 ml) Divinylsulfon zuge- 
geben und die Reaktionslosung 72 bis 96 Stunden bei 4°C geruhrt. 
Alle 24 Stunden wurde der pH-Wert eines kleinen Anteils von un~ 
gefahr 0,5 cm^ der Reaktionslosung bestimmt und dasFortschrei~ 
ten der Reaktion durch Gelf iltration durch Bio-Gel ® P-1 50, wie 
oben beschrieben , bes timmt . V/enn notwendig, wurde der pH~Wert mit 
InNaOH auf ungefa.hr 7,2 bis 7,4 eingestellt. Wenn die Celfiltra- 
tion zeigte, daB ungefahr 80 bis 90 % des roten Materials auBer«~ 
halb des Gels blieben, d.h. M w > 150 000 Dalton, wurde die Reak- 
tion durch Zugabe von 30 ml von Luf tjbefreltei' 1,3 m Lysinlosung 
zur Desaktivierung nicht umgesetzter Vinylgrupp en abgebroohen, 
Dann wurde die Reaktionslosung weitere 18 Stunden unter Luf taus- 
schluB gehalten und geruhrt. 

Nach dem Abbruch der Reaktion v/urde die Reaktionslosung 
mit 100 %igem Sauerstoff oxidiert und die Losung durch Zentrifu- 
gieren und Filfern durch einen 0,65 ^um Mi llipo r e ^ -Filter . ge- 
klart. Diese Stufen und alle folgenden Stufen wurden durchge- 
fiihrt, ohne daf3 die Temperatur uber 15°C steigen konnte . -Die ge- 
klarte Losung wurde dann gegen einen Elektrolyten dialysiert^ um 
nicht gebundenes Divinylsulfon und uberschiissiges Lysin zu ent- 
fernen. Das Gesamtvo lumen nach der Dialyse betrug 280 ml mit 
einem pH™¥ert von 6,92 bei 37°C in physiologischer Salzlosung. 
Die makrofflolekulare Hamoglobinlosung wurde mit einem physiolo™ 
gisch geeigneten Tragei* vermischt, der pH-Wert auf einen 
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physiologisch geeigneten Bereich eingestellt, wie in Beispiel 

2 beschrieben, und die Losung durch Filtrieren durch einen 
Millipore ^-Filter mit einer PorengroBe von 0,22 ^um sterili- 

3 X @ X**fc « 

Die prozentuale Umwandluag von Hamoglobin zu makroinole— 
kularera Hamoglobin wurde. durch Gelf iltration bestirnrat und die 
kovalente Verne tzung wurde nachgewiesen durch Polyacrylamidgel- 
Elektrophorese mit Hilfe von Katriunidodecylsulfat , wie in Bei- 
spiel 2 beschrieben. Ahnliche Ergebnisse wurden flir Deoxy™ 
hamoglobin, das rait Di vinyl sulf on vernetzt war, gefunden wie 
ftir rait Glutaraldehyd vernetztes Deoxyharnoglobin 5 wi8 in Bei~ 
spiel 2 beschrieben. Die Spektralanalyse der oxidierten Lo- 
sung im ultravioletten und sichtbaren Bereich zelgte das in 
Figur 6 angegebene Spektrum. Die Analyse der durch Aquilibrie- 
ren mit Stickstoff deoxygenierten makromolekularen Hamoglobin- 
losung zeigte das in Figur 7 angegebene Spektrum. Die Ergeb- 
nisse der Bestimmung der molaren Extinktionskoefflzienten sind 
in Tabelle 2 angegeben. 

Die Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen mit 

Hilfe der Geldurchdringungschromatographie und Viskositats- 

methoden sind in Tabelle 1 angegeben, Die Polyhamoglobinlosung 

in einein physiologischen Trager war iso-osmotisch, 300 mOsra/kg 

H 2 0 (+ 10%), mit einer Intrinsic- Viskositat £JjJJ = 0,139 dl/g. 

Die relative Viskositat war im wesentiichen unabhangig von der 

Konzentration, wie in Figur 4 angegeben, wobei dieses Polymer 
die 

durch die Quadrate verbindende Kurve dargesteilt 1st. Die 
Analyse des makromolekularen Hamoglobins auf Ge samthamoglobin 
und Methamoglo'bin ergab eine Hamoglobinkonzentration von unge- 
fahr 8,3 % (Gew,/Vol.) und eine Methamoglobinkonzentration von 
weniger als 0,4 % (Gew. /Vol* ) • zeigte sich, dafl die Sauer™ 
stoffaufnahmefahigkeit nahezu 100 % betrug mit einem P^ Q -¥ert 
von 100 bis 120 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmospharendruck und 
37°C mit einer Losung mit einem pH~Wert von 6,9 und einer Sauer- 
stoff dissoziationskurve wie in Figur 8 angegeben. 
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Bel spiel 5 

Umsetzung von Oxyhemoglobin mit Divinylsulfon 

Die Umsetzung von Oxyhemoglobin mit Divinylsulfon wurde ent- 
sprechend Beispiel 4 durchgefiihrt mit der Ausnahme, daB alle 
Losungen und die die Reaktion umgebende Atmosphare Luft ent- 
Melten durch Aqullibrieren entweder mit Luft oder mit 
100 %xgem G 2 „ Die bis zur vollstandigen Reaktion erforderliche 
Zeit, wie sie durch Elution durch Bio-Gel © P-1 50 bestimmt 
wurde 5 betrug ungefahr 96 Stunden. 

Die Umwandlung zu makromolekularem Hamoglobin wurde be- 
stimnit durch Gelfiltration und die kovalente Vernetzung wurde 
nachgewiesen durch Polyacrylamidgel-Elektrophorese mit Hilfe 
von Dcdecylsulf at , entsprechend Beispiel 2. Es wurden ahnliche 
Ergebnisse fur mit Divinylsulfon vernetztes Oxyhemoglobin er~ 
haiten wie fur mit Glutaraldehyd oder Divinylsulfon vernetztes 
Deoxyhamoglobin wie in den Beispielen 2 und 4 beschrieben 9 Die 
Spektralanalyse der oxidierten Losung iin uitravioletten und 
aichtbaren Bereich zeigt das in Pigur 9 angegebene Absorptions- 
spektrum. Die Ergebnisse der Molekulargewichtsbestimmungen mit 
Hilfe der Geldurchdringungschromatographie und Viskositats- 
methoden sind in Tabelle 1 angegeben. In Tabelle 2 sind die 
Extinktionskoeffizienten fur Palyhamoglobin in Form von Met- 
hamoglobin und Cyanomethamoglobin angegeben. 

Die Losung von vernetztem Oxyhemoglobin in einem 
physiologischen Trager war Iso-Qsmotisch, 300 mOsm/kg H ? 0 
(± 1096) mit einer Intrinsic-Viskositat £r\J ^ 0,061 dl/g. Die 
relative Viskositat war im wesentlichen von der Konzentration 
unabhfingig, wie aus der die Rauten verbindenden Kurve in Figur 4 
hervorgeht. Die Untersuchung des makromolekularen Oxyhemoglobins 
auf Gesamthamoglobin und Methamoglobin ergab eine Hamoglobin- 
konzentration von ungefahr 8,5 % (Gew./Vol,) und eine Methamo- 
globinkonsentration von weniger als 0 ? 4 ^{Gew./Vol. ) . Es zeig- 
te sich, da8 das Sauerstoffaufnahmevermogen nahesu 100 % betrug 
und der P 50 -Wert 4 mm Hg Sauerstoffdruck bei Atmospharendruck 
und 37 C mit einer Losung mit einem pH-Wert von 6,9 und einer 
Saue rs tof f di s s ozia ti onskurve v/ie in Figur 10 angegeben 1st 
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Beispiel 6 

Umsetzung von De oxyhemoglobin mit Hexame thyl endi i so cyanat 

In einen mit Argon aquilibrierten 100 ml-Rundkolben wurden bei 
4°C unter Luf t aus s chluB 20 ml Deoxyhamoglobinlosung, 12 % 
(Gew./Vol) in 0,05 m Phosphatpuff er mit einem pH-Wert von 7*1 
gegeben und die Losung durch kontinuierliches Splilen mit feuch- 
tern Argon luftfrei gehalten. Die Losung wurde ungefahr 18 Stun- 
den sur Entfernung moglicher Luftverunreinigungen unter Ruhren 
unter Stickstofx bei dieser Tempera tur gehalten. 

AnschlieSend wurden Q s 138 ml Hexamethylendiisocyanat zu 
dem De oxyhamoglobin zugegeben und die Reak ti ons te ilnehmer unter 
den oben beschriebenen Bedingungen 72 Stunden geriihrt, una das 
Deoxyhamoglobin zu vernetzen. Etwaiges iiberschussiges in dera 
Reaktionsgemisch verbliebenes Hexamethylendiisocyanat wurde 
durch Zugabe von 4 ml luftfreier 1,3 m Lysinlosung desaktiviert 
und anachlieBerid 18 Stunden geruhrt, urn sicherzusteilen f dafl die 
De sakt i vi e rung vollstandig war. Die Losung wurde oxidiert und 
durch Zentrifugieren geklart. 

Die Umwandlung zu po^merisiertem Hamoglobix* wurde be-~ 
stimmt durch Gelf iltration durch Biogel ® P~150 8 Der Hauptteil 
des eluierten Produktes, 85 %» drang nicht in die Gelporen 
ein $ was ein Proteinffiolekuiargewicht von mehr als 150 000 Dal ton 
anzeigt. Die Untersuchung des polymerisierten Deoxyhamoglobins 
auf Gesamthamoglobin und Methamoglobin ergab eine Hamoglobin- 
konzentration von ungefahr 9,5 % (Gew./Vol*) und eine Methamo™ 
globinkonzentration von weniger als 0// % (Gew./Vol. ) . Es zeig- 
te sichj da8 der P^Q-Wert des polymerisierten Hamoglobins 3*5 mm 
Hg Sauerstof fdruck bei Atmospharendruck und 37 C mit einer Lo«» 
aung mit einem pH-Wert von 7,1 war, 

Beispiel 7. 

X»oooooooooooo60oooooooooooooooooaoo 

Umsetzung von Oxyhamoglobin mit Hexamethylendiisocyanat 

Die Umsetzung von Oxyhamoglobin mit Hexamethylendiisocyanat wur- 
de entsprechend dem in Beispiel 6 angegebenen Verfahren durchge- 
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fiihrtj wobei die gleichen Bedingungen angewandt wurden mit der 
Ausnahme,, dafi die Losung und die die Reaktion umgebende Atmo- 
sphare durch Aquilibrieren mit Luft oder Sauerstoff Luft ent- 
hielten. Die prozentuale Umwandlung zu polymerisiertem Qxyhamo™ 
globirij wie sie durch Gelfiltration bestimmt wurde, ergab Werte, 
die mit den in Beispiel 6 erhaltenen Ube reins timmten fiir eine 
Ausbeute von 85 % makromolekulareni Oxyhamoglobin. 

Umsetzung von De oxyhemoglobin mit Dimethylsuberimidat- 
hydrochlorid 

Die Vernetzung von De oxyhamoglobin wurde folgendermafien dureh- 
gefiihrts In einen 50-cm^-DreihaIs-Rundkoiben, der mit Argon ge~» 
spUlt und auf 5 bis 10°C gehalten worden war* wurden zunachst 
20 ml De oxyhamoglobin in einer Konzentration von 13 % (Gew,/Vol.) 
in 0,25 m Phosphatpuff er mit einem pH-V/ert von 8,0 und einem 
Methamoglobingehalt von weniger als 0,3 % (Gew./Vol. ) gegeben 
und anschlieOend 263 mg Dimethylsuberimidatdihydrocnlorid in 
4 ml von Luft befreiter gesattigte Natriumbicarbonatlosurxg, 
Der pH-Wei't des Reaktionsgemisches wurde mit 1 n WaOH auf 8 
eingestellt und durch Zugabe von 1 m NaHgPO^ auf diesem Wert 
gehalten, bis er sich ungefahr 15 Minuten lang nicht mehr 
anderte. Der Kolben wurde mit Stopfen verschlossen und die 
Reaktion konnte eine Stunde bei 4°C unter RUhren ablaufen* Der 
Kolben wurde geoffnet und mit Luft aquilibriert. Die Reaktion 
•wurde abgebrochen durch Zugabe von 2 ml 1,3 m Lysin,, wobei das 
Gemisch weitere 3 Stunden geriihrt wurde, urn den Reaktionsab- 
bruch sieherzustellen « Schliefllich wurde die Losung durch 

Zentrifugieren geklart und anschlieSend gegen Q ? QS m Phosphat- 
puffer, pH 7*6, dialysiert. 

Die Umwandlung zu polvmerisiertem Hamoglobin wurde durch 
Gelfiltration durch Biogel ® P-150 bestimmt, Der Hauptteil des 
eluierten Produktes (90 %) blieb .auSerhalb der Gelporen* was 
ein Molekulargewicht von uber 150 000 Dalton anzeigt. Das 
makromolekulare De oxyhamoglobin besafl auch eine Hamoglobin- 

8 */27 
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konzentration von ungefahr S % und eine Methamoglobinkonzentra- 
tion von weniger als 0,6 % (Gew./Vol.). zeigte sieh, da8 der 
PcQ»¥ert des polymerlsierten Haiaoglobins 2,5 mm Hg Sauerstoff- 
druck bei Atmospharendruck und 20°C rait einer Losung ait einem 
pH-Wert von 7*35 betrug. 

Bel spiel 9 

Unisetsung von Oxyhemoglobin mit Dimethylsuberimidat- 
dihydrochlorid 

Die Verne tzung von Oxyhamoglobin mit Dimethylsuberimidat wurde 
entsprechend dem Verfahren des Beispiels 8 durchgef uhrt , wobei 
die gleichen Bedingungen angewandt wurden mit der Ausnahme, dafl 
die Losung und die Reaktionbatmosphare durch Aquilibrieren mit 
Luft lufthaltig waren. Die physikalische Analyse des polymerl- 
sierten Oxyhemoglobins zeigte Ergebnisse, die mit dem vernetz- 
ten Deoxyhamoglobin des Beispiels 8 ubereinstimmten. Der P^q~ 
Wert betrug 2,3 mm Hg Sauerstoff druck bei Atmospharendruck und 
37°C mit einer Losung mit einem pH-Wert von 7,45. 

Bel spiel 10 

Polymerisation von Oxyhamoglobin mit Butadiendiepoxid 

20 ml OxyhamoglobinlSsung , 13,4 % (Gew./Vol.), in 0,05 m Borat- 
puffer mit einem pH-Werfc von 8,0 und einem Methamoglobingehalt 
von weniger als 0,5 ^(.Gew./Vol.) wurden in einen Kolben, enthal- 
tend 320 ^ul Butadiendiepoxid und 370 ^ul Triathylamin, beide 
in Form von reinen (neat) Losungen, gegeben. Die Liisung wurde 
96 Stunden unter Luft bei 5°C geriihrt und anschliefiend die 
Reaktion durch Zugabe von 500 mg festem Cystein abgebrochen. 
Der Feststoff wurde durch Riihren gelost und 18 Stunden zur 
Reaktion gebracht. Die Analyse der intermolekularen Verne tzung 
wurde durch Geifiltration durch Biogel © -P-1 50 durchgef uhrt. 
Der Haupttteil des eluierten Produktes, 85 %, blieb auBerhalb 
des Gels, was ein Moiekulargewicht von mehr als 150 000 Dalton 
angibt. Die Analyse des polymerlsierten Oxyhemoglobins auf 
Gesamthamoglobin und Methamoglobin ergab eine Hamoglobinkonzen- 
tration von ungefahr 9,5 % und eine Methamoglobinkonzentration 
von weniger als 0,4 % (Gew./Vol. ) . 
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Tabelle 1 

Molekula rgewicht v on polymerisiertem...Hamoslol3in. 

i • **** % % iqk 

polymerx- vxsk. 

siertes Hb Verfahren* (xlO"- 5 ) (x10~ 5 ) D.P. (x10"°^) 

Beispiel 2 1 5, 3 (+08) fl f 9(+fl f 1 ) 5,6(+f,6) 

2 . — . . — - -| f 6 

Beispiel 3 1 11,2(+1,1) 1,6 (+4.3) 9,6(+1 f 8) 

2 ~ — — 1,8 

Beispiel 4 1 5,9(+1,8) 1,1 (+0,1) 6, 8 (+06) 

2 — 2,3 

Beispiel 5 1 5,0(+1 ,4) 0 f 95 (+5,1 ) 6,0 (+06) 

2 ~~~ — 1,0 



* angewandtes Verfahren 

(1) GPC-Sepharose ® 4B 

(2) Viskositat 
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Tabelle 2 

Spektrale Ei genschaft en von Hemoglobin un d polymerisiertem 
Hemoglobin 





iio oner ro±y\no/^ 


v OI iH 


A 


lU 


1 


Hb 


M 


630 




1 


Hb 


C 


540 


11,1 


2 


Poly(Hb) n 


M 


630 


3,9 


2 


Poly(Hb) n 


C 


540 


9,7 


4 


Poly 


C 


540 


9*4 


5 


Poly 


M 


630 


3,2 


5 


Poly 


C 


540 


9,7 



Dabei bedeutet Foly(Hb) n polymer! siertes HSmogl-Ybin, M Methamo- 
globin, C Cyanomethamoglobin, A die Wellenlange unci £ den 
molaren Extinktionskoeffizienten. 
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Die erflndungsgemafien vernetzten stromafreien Haiaoglobine 
besitzen die Fahigkeit, sich mit einem Liganden wie Sauerstoff 
Oder Kohlenraonoxid abzus&ttigen und diesen Liganden zu trans- 
portieren und an die Umgebung, wo er gebraucirt wird, Oder einen 
Ligandenrezeptor abzugeben. Diese Eigenschaft macirt die Poly- 
hanioglobine geeignet als Blutersatzstof f e . Das Polyhamoglobin 
ist loslich in waBrigen MedienjBlut , Plasmas Kristalloidlosun- 
gen j, gepufferten Elektrolytlosungen und kolloidalen Polymer™ 
losungen* Das Polyhamoglobin besitzt physiologisch geeignete 
kolloid-osmotische Eigenschaften, die es als Blutplasma-Streck- 
mittel geeignet raachen. Polyhamoglobin besitzt eine verlangerte 
Plasma-Lebensdauer in vivo, wie aus einer Halbwertzeit von mehr 
als dem doppelten von nicht polymer! si ertem Hamoglobin hervor™ 
geht. Oblieherweise etwa 12 bis 30 Stunden. Auflerdem werden ? 
da das Polybaaaoglobin stromafrei ist, schadliche Wirkungen auf 
das Nierensysteni vermieden. 

Die Fahigkeit des Polyhamoglobins, Sauerstoff an lebendes 
Gewebe und Organe von Tieren einschliefilich Haustieren wie Hun- 
den und Katzen und Kuhen und Schweinen und anderen Sauge tieren 
zu transportieren und zu liefern und verschiedene Liganden aus- 
zutauschen , wird durch die unten angegebenen Beispiele geseigt. 
Der Ausdruck "im wesentlichen sti^omaf rei i! „ wie er in diesen Bei- 
spielen una der ubrigen Beschreibung verwendet wird, bedeutet, 
dafl das Polyhaaiogiobin kein Sizwafflaterial von roten Blutzellen 
einschliefilich nicht-Hanioglobinproteine , Phospholipide und 
Lipide enthalt. "Halbwertzeit" bedeutet die Zeit, in der eine 
urspriingliche Polyhamoglobinmenge in vivo auf die Half be ihres 
anfanglichen VTertes absinkt. "Dissoziationskurve !! gibt . das 
Ausma^" 11 !!! dem Polyhamoglobin den Liganden, z.B, Sauerstoff, 
unter einer Ligandenspannung von 0 bis 140 mm Hg bindet bzW. ent- 
halt. »Sauerstoffbindungsvermogen ,, bedeutet den Tell' in Prozent 
der Sauerstoff menge , der sich mit jeder in Polyhamoglobin ent- 
haltenen Haingruppe verbinden karm. Zum Bei spiel bedeutet eine 
Sauerstoff aufnahmefahigkeit von 100 % f daB jede in dem Polyhamo- 
globin enthaltene Haingruppe das Maximum von einem Sauerstoff- 
molekul binden kann* !f Sauerstoff affinitat" bedeutet den P 5Q -Wert 
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von Polyhamoglobin, d. h, den Teildruck PO^ von Sauerstoff bei 
50 %±ger Sattigung, "Blutersatzstoff " bedeutet die Fahigkeit 
des Materials s Sauerstoff an lebendes Gewebe und Organe zu 
transportieren und zu lie fern, und den intravaskul£ren(oncontic )- 
Druck auf rechtzuerhalt en . !l Plasma~Streckmittel i! bedeutet die 
Fahigkeit von Polyhamoglobinlosungen, das Blutvolumen aufzu™ 
fiillen. 

Beispiel 11 

Die Verweilzeit von Polyhamoglobin im Plasma wurde folgen- 
dermaBen geme en; 

Zunachst wurde am Tag vor der Infusion ein Dauerkatheter in die 

vena saphena , im Kinterbein von zwei Hunden eingefiihrt und das 

Blutvolumen der Hunde nach Gt;andardverfahren berechnet. Das be- 

recbnete Blutvolumen wurde auf das Gewicht des Hundes bezogen 

mit der Annahme, daB das Blutvolumen bei Hunden ungefahr 7 % 

des Gesamtkorpergewichts ausmacht, Dann wuxxien am naehsten Tag 

20 % des Blutvolumens durch den Katheter abgezogen und sofort 

durch das gleiche Volumen Polyhamoglobin in einer Konzentration 

von 7 % in Ringer's Lei sung ersetzt. Bei einem anderen Hund wur~ 

den 20 % des Blutvolumens durch das gleiche Volumen von ur- 

sprtingllchem menschlichem Hamoglobin ersetzt. Ursprlingliches 

Hamoglobin 1st isoliertes, nicht vernetztes Hamoglobin mit einer 

Konzentration von 7 % in Ringer 5 s Losung, Dann wurden von beiden 

Hunden in Intervalen von zwei Stunden Blutproben entnommen bis 

das Hamoglobin in dem Plasma abfiel wie durch Spektrophotometrle 

nach dem Cyanomethamoglobinverfahren^ das in Beispiel 1 beschrie- 

ben ist, bestiromt wurde. Die Kalbwertszeit von Polyhamoglobin und 

ursprlinglicheuf llamoglobin wurde durch eine halb-Iogarithmische 

Auftragung der Zeit gegen die Hamoglobinkonzentration in dem 

Plasma bestimmt, da dadurch eine etwaige exponentielle Abnaiime 

auf eine lineare A'bnabjae zui'iickgefuhrt wird. Die gemessenen Er- 

gebnisse zeigten ? daB die nach den Beispielen 2 bis 5 hergestell™ 

ten Polyhamoglobine eine 2- bis 8-fache Zunahme der Veiweilzeit 
ten 

im Plasma, bezogen auf ursprungliches Hamoglobin, das eine Kalb- 
wertszeit von 4 Stunden in dem Plasma eines Hundes hatte. 

+} (nativem) 
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Beispiel 12 

Die erhohte Verwellzeit von Deoxyhainoglobin,, das ent~ 
sprechend Beispiel 2 mit Glutaraldehyd vernetzt war, und Hamo- 
globin wurde an mSnnlichen Ratten gemessen, die 250 bis 300 g 
woogen und bei denen sich in einer Pernor- Vena eine Kanlile zur 
Infusion be f and und in einer Femor- Arte rie eine Kanlile zur Ent- 
nahme von Probe n , entsprechend dem Beispiel 11, AuBerdem wurde 
das Blutvolumen der Ratte mit 8 % des Gesamtkorpergewichts be- 
i*echnet und das Polyhamoglobin besaB eine Konzentration von 8 % 
in normaler Salzlosung. Die Blutproben, 0 } 3 ml wurden mit 50Qg 
zantrifugiert, um die Zellen abzusetzen. Das PIasma s enthaltend 
Polyhamoglobinj, wurde nach der Cyanoharaoglobin-Spektralmethode 
des Beispiels 1 auf die Polyhamoglobinkonzentration untersucht* 
Die Brgebnisse zeigten, dafi Hamoglobin eine Halbwertszeit in deai 
Plasma von 90 Minuten besa8 ? wahrend das Polyhamoglobin eine 
langere Halbwerts-Verweilzeit ira Rattenplasma von 315 Minuten 
besaB. 



Beispiel 1g 

Ein Blutaustausch (total perfusion) bei Ratten mit Poly- 
hamoglobin wurde folgendermafien durehgefuhrt i Zunachst wurden 
ubliche mannliche weiBe Laborratten nit einem Gewicht von 250 bis 
300 g mit 40 rug/kg Natriumpentobarbitai anaesthesiert, Darsn wur- 
den in beide Pemor-Arterien und eine Fenior-Vene Kanulen einge™ 
fiihrt und den Ratten Heparin zugefuhrt. Wahrend der gesamten 
Untersuchung wurde der Druck der Hauptarterie der Raten kontinu - 
ierlich liber eine Femor-Arterie notiert und durcli die andere 
Arterie das Blut abgezogen. Die Femor-Vene wurde fiir die 
Infusion von Polyhamoglobin angewandt, 

Der Anfangsanteil an Erythrozyten (Hamokrit) wurde be- 
stimmt und 2 ml Blut abgezogen. Anschliefiend wurden 2 ml poly- 
merisiertes Hamoglobin, das entsprechend Beispiel 2 hergestellt 
worden war, innerhalb von 2 bis 3 Minuten durch Infusion zuge- 
fiihrt. Dann in Intervallen von ungefahr 5 Minuten jeweils 1 ml 
Blut abgezogen und 1 ml Polyhamoglobin durch Infusion den Rat- 
ten zugefuhrt und der Blutaustausch £ ortgesetzt f bis das gesamte 
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das als 8 % des Korpergewiehtes angenommen wurde, abgezogen wor- 
den war. Wenn die Tiere Anzeichen einer Schockr eakti on zeigten, 
wie durch eine falsche Atmung oder einen abnehmenden arteriellen 
Druck angezeigt wurde, wurde die Zeit arischen aeren einzelnen 
Entnahmen verlangert, aber die PolyhamoglobiJilnfusionsgeschwin- 
digkeit von 1 ml alle 5 Minuten beibehalten, um die Tiere am 
Leben zu erhalten. Alle 15 bis 20 Minuten wurde ein Hamokrit 
bestimfflt and die Blutentnahme und Infusion fortgesetzt bis der 
Hamokrit von 45 auf weniger als 5 % gef alien war. Wahrend der ge- 
samten Versuche erschien die Haut der Ratten normal und es schien 
kein Polyhamoglobin in die extrazellularen Flttssigkeiten auszu- 
treten, wie es der Fall war, wenn das Dlutvo lumen ersetzt wurde 
durch eine nicht-polymerisierte Hamoglobinlosung in Glukose- 
Salzlosung. Die Ergebnisse zeigten, daB das Polyhamoglobin Sauer- 
stoff an das Gewebe lieferte, ohne in die extrazellularen FluBig- 
keiten zu diffundieren. 

Be i s piel 14 

Die Fahigkeit von Polyhamoglobin, Sauerstoff an tierisches 
Gewebe su liefern, wurde an einem isolierten mit Blut durchstrdm- 
ten Kaninchenher z s ep turn folgenderraaBen nachgewiesen: Zunachst 
wurde das Herz eines anaesthesierten una heparinisierten Kanin- 
chens entfernt und die Septum-Arterie mit einer Kaniile versehen 
"und der auflere Muskel entfernt. Die Durchstrbmung mit Hunde- 
e ry thro zy ten in einer Losung von Giukose in physiologischer Salz™ 
losung wurde begonnen, . sobald das Hers aus dem Korper entfernt 
worden war, um eine mogliche Schadigung des Gewebe s zu vermeiden. 
Dann wurde das Septum in den Rahiaen gespannt, sodaB der Herz- 
schlag und die Anaerungsgeschwindigkeit der Spannung gemessen 
werden konnten* Der Sauerstoffverbrauch des Septums wurde 
variiert durch Anderung der Herzgeschwindigkeit,Durohstr6mungs- 
geschwindigkeit una Tempera tur des Septums. Die Versuchsbedingun- 
gen s die zu einem maximalen Sauerstoffverbrauch des Septums fuhr- 
ten s ohne daB der damit verbundene Verlust der Septumstabilitat 
auftrat, wurden mit Hilfe von Hundeerythrozyten als Durchstro- 
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mungsflussigkeit bestimmt. Der arterielle t-.««f venose Sauerstoff- 
gehalt wurde mit Hilfe eir.es Standard-Sauerstoffmeflinstrumentes 
gemessen und die Anderung in der Hamoglobinsattigung von dem 
arteriellen zu dem venosen Blutstrom wurde mit Hilfe der in Bei- 
spiel 2 beschriebenen Vorrichtung zur Me s sung der Sauerstoff- 
sattigung "bestimmt. 

Die Ergebnisse der Durchstromungsmessungen mit dem in den 
Beispielen 2 bis 5 angegebenen Polyhamoglobin zeigten, daB die 
Sauerstoffsattigung 50 bis 70 % und der Sauerst off gehalt 
3 Vol.-$ zwischen der arteriellen und venosen Seite des Septums 
abnahm, was anzeigt, daB Polyhamoglobin in dem ahirchstromten 
In-vivo-System Sauerstoff an lebendes Gewebe liexert. Ein allge™ 
meines Verfahren fur die Perfusion in isoliex'ten Septa ist be- 
schrieben in J« General Physiology, Band 52, Seiten 682 bis 691 , 
1968. 

Beispiel 15. 

Die Verwendung von Polyhamoglobin zur Behandlung des liamor^- 
hagischen Schocks wurde folgendermaflen durchgeftihrt: Zunachst 
wurde einem Tier Blut entnommen bis zu einem geringen Standard- 
Blutdruck und der Blutverlust durch ein glsiches Volumen des zu 
untersuchenden Blutersatzstoffes ersetzt. Spater wurde dem Tier 
erneut Blut entnommen und das Verhaltnis der zweiten zu der er- 
st en Bntnanme- als Blutungsindex BlgiBl^lOO angegeben. Bei die- 
sen Verfahren wurde mannlichen Ratten Blut bis zu einem niedri™ 
gen Standarddruck von 30 mm Hg entnommen und dieser Zustand 
45 Mnuten durch Entnahme von Blut zur Auf r echte rhaltung des 
Druckes beibehalten. Zu diesem Zeitpunkt wurde das Volumen des 
entnommenen Blutes notiert und ergab den Wert Bl^ und durch 
Blut, Salzlosung, Dextran, Albumin, ursprungliches Hamoglobin 
oder Polyhamoglobin ersetzt. Die Ratten konnten sich drei Stun™ 
den erholen und dann wurde erneut Blut entnommen bis zu einem 
Wert von 30 mg Hg, wobei man, wie oben angegebenen* den Wert fiir 
Bl 2 erhielt. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tabelle 3 ange- 
geben und sie zeigen, daB polymerisiertes Hamoglobin bei diesem 
Modell eines hamorrhagischen Schocks wie ganzes Blut wirkt. In 
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der Tabelle sind die Blutersatzstoffe . die rxach den Beispielen 
2 bis 5 hergestellten Hamoglobine und B bedeutet das eigene 
Blut der Ratten, S eine physiologische Kochsalzlosung, A Albumin, 
H ursprilngliches bzw. natives -Hainoglobin und D Dextran. Die Ver- 
fahren zur Me s sung des Blutungsindex sind beschrieben in Am, J. 
Physiol. Band 169, Seite 475, 1952, und Am, J, Physiol. Band 173? 
Seite 403, 1953. 

Tabelle 3 

Ersatzstoffe' gj^utun^jjtidex j^3l^ m ,§;3IL.S1^2. 



Beiapiel 2 


100 + 13 


3 


Beispiel 3 


48 + 13 


4 


Beispiel 4 


72 ± 23 


5 


Beispiel 5 


75 + 16 


3 


B 


81 + 13 


24 


S 


27 + 12 


25 


A 


71 ± 9 


3 


H 


36+6 


2 


D 


30 + 11 


17 



Das Polyhamoglobin kann angev/andt werden als Blutplasma- 
Ersatzstoff mid Blutplasma-Streckmittel im Gemisch mit einem 
pharmazeutisch geeigneten Trager oder mit anderen Plasma-Ersatz- 
stoffen und Blutplasma~Streckmitteln s Die Trager konnen kristal- 
loide einschliefllich physiologischer Kochsalzlosung,, Bin Gemisch , 
bestehend aus Salzlosung und Gliikose Ringer* s-Lo sung, niit Laktat 
versetzte Ringer 5 s-Losung, Locke-Ringer ! s~L6sung, Krebs-Ringer s s~ 
Losung, Hartmann 1 s-Salzlosung und heparin! si erte Katriumcitrat™ 
Citronensaure-Bextrose-Losung sein* 

Das Polyhamoglobin kann im Geiaisch vorliegen mit wasser- 
loslichen physiologisch geeigneten polymeren Plasma-featzstoff en 
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wie Polyathylenoxid , Polyacrylamid, Polyvinylpyrro lidon , Poly- 
vinylalkohol und Athylenoxid-Polypropylenglykol-Kondensaten. 
Auilerdem kann das Polyhamoglobin verxnischt sein mit kolloid- 
artigen Plasma-Ersatz s toff en und Blutplasma-Streckmitteln, wie 
linearen Polysacchariden einschlieBlich Dextranen mit einem 
Molekulargewicht von 40 000 bis T'O 000, Gummiarabikum-rPektinen , 
(balanced) fliissiger Gelatine land Hydroxys thylstarke . Im all- 
gemeinen ist fiir die er.findungsgemai3en Zweeke das Polyhamo- 
globin in einem Mittel in einer Menge von ungefahr 1 bis 10 % 
im Gemisch mit einera oder mehreren der oben angegebenexi Trager 
vorhanden. Die Mittel werden hergestellt durch Yermischen des 
Polyhamoglobins una Tragers in vorbestimznten Mengen. Zum Bei- 
spiel kann eine Blutersatzlosung } enthaltend 5 % Polyhamo- 
globin in normaler Kochsalzlosung hergestellt v/erden durch Zu- 
gabe von 3 g Polyhamoglobin zu der physiologischen Salzlosung, 

die 0,85 % Natriumchlorid in Wasser en thai t auf 100 ml. Die 

t 

Polyhamoglobins konnen verabreicht werden t vie es bei Blut- 
onen ublich ist. 

Andere Anw endungsgebiete fiir Polyhamoglobine umfassen eine 
kunstliche Sauerstoffaustauschiosung in ublichen Oxygenatoren 
wie Herznebenwegen (cardiac by-pass) ,aufierhalb des Korpers ge- 
legenen Kreislaufhilfen, hohlfaser- und folienartigen Mesbranen 
und zur Unterstutzung des Kreislaufs bei kranken Patienten. 

Das Polyhamoglobin kann angewandt werden als Quelle fur 
Protein und Sauerstoff in der Mikrobiologie und als Nahrstoff 
fur aerobe Bazillen und Staphyiokoken,, wenn sichergestellt v/er- 
den soil, daB der Nahrstoff fiir die tierische und menschliche 
Ernaherung sicher ist. Das Polyhamoglobin kann angewandt werden 
zur Lagerung und Konservierung von lebenden isolierten blut- 
durchstrbmten Saugetierorganen ftir eine eventuelle Transplanta- 
tion in einen Empf anger als Ersatz fiir die Fahigkeit der rotea. * 
Zellen bei Saugetiersn, Sauerstoff zu transportieren. 
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Pa te ntans pruohe 

(1y Wasserl6slicb.es, polyraerisiertes ; vernetztes HL-ieio- 
globin, dadurch gekennzeicb.net, da 8 es 
atromafrei ist und ira Stande s reversibel einen Liganden 
au binden. 

2. Hamoglobin nach AQ.3pru.0h 1 , dadurch. g e k e n n - 
z e i c h n et, daS e §in Molekulargewicht von 64000 bis 
1 000 000 besitzt. 



3* Hemoglobin nach Anoprch 1 Oder 2, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daS es einen Liganden in einer Menge 
bis zu 60 ^UMol liganden pro G-ramto Polyhamoglohin binden 
kann und eine Intrinsic-Viskosiiat von 0,04 bis 0 5 16 dl/g 
bo si x>s fc • 

4. Hamoglobin naoh Anspruch 1 bis 3, dadurch g e k e n n - 
zeichnet, daB es einen Liganden Partialdruck bei 
halter Sattigung von 2,5 bis 120 mm Kg bei 37°G and neu- 
tralem pH-Wert besitzt. 

5* Verfahren sur Hexstellung von Hamoglobin nach, 
Anspruoh 1 bis 4» dadurch gekennzeiohnet, 
daB xaan Stroma und ZelltruffiKer von dea Hamoglobin ent- 
ferat, das entstandene- atrosjafreie Hamoglobin, das ent- 
-weder Liganden enthalt Oder nioht, mit einem polyfunktio™ 
neilen Ternetsungsraittel ? das mit den reaktlonsf ahigen 
Gruppen des Hamoglobins reagiert unter einer Sohutzatmo- 
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sphare aus einem entsprechenden Gas unci untax Bedingungen s 
Dei denen ein wasserloslioheSjYernetztes Polyhamoglobin 
entsteht, umsetzt and die Reaktion durch Zuga"fae aines 
V03?netsungsiDittel«?DQsaktivators au dem Reaktionsgemisch 
abbricht* 



6 S Yerfahren nach Anspruch 5* da durch g e k e nn - 
a e i o h n e t, daS man ein Aquivalent Hamoglobin mit 
2 5 5 bis 300 Equivalent des Vernetzungsmittels 0*25 bis 
300 Standen bei 0 bis 25°C unter Atmospharendraok um~ 
setst« 

7. Verfahren nach. Anspruch 5 oder 6, dadurch geiean 
z ei c h n e t, da 13 man die Reaktion bai 0 Ms 1Q°G durch- 
fUhrt. 

8, Verfahren naoii Anspruch 5 Ms 7, dadurch g e k e n n - 
zeiohaet, dafl man als Yernetsungsmit tel ein Briassin 
der Pormel . 

in der R 1 an Haiogenatom rait der Ordnungszahl 9 bis 35 
und R 2 einen nucleophilen Substituenten bedeutet* 

eine Yerbindung der Jormel 

R 5 ?4 R 4 f 5 



in der R^ eine kovalante Bindsmg, eine Alkylengruppe mit 
1 Ms 5 Kohlenstoffatomen, eine Phehylerr; Oxy? Sulfonyli 
oder s ek-Amino-Gr uppe , ein Haiogenatom o&er eine litre 
Gruppe* R 5 ein ¥asserstoffatons, eine Jfitro-Sruppe, eine 
Alkyl-Gruppe mit 1 bis 8 Kohlenstoifa t omen , eine Sulfo- 
oder Oarbacyl-Gruppe and R fi ein Halogenatom* eisB Diaso*-* • 
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Isocyanato™ Oder IsothioGyaaat-^Jrappe bedeatet 



sine Yerbindung der 3?armel 




0)—K 



in der eia Halogenatom rait der Ordnangsaahl 9 Ms 35 * 
R 8 ein Wasserstoffatom Oder eine Hitro-ftruppe bedeatet, 
wobei minaestens einer der Reste R Q eine Eitro-Gruppe ist 

eine Terbindung der Formal 



(R 9 ) 2 C=0 f 



in der Rg eine Wassexstoff- Oder Halogenatom mit der 
Ordungszahl 9 bis 35 bedeutet Oder einer Verbixtdang der 
Forrael 



R, „-CH . 
10 ^ 




CH 2" R 10 



oder 



2'q 
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wobei a eine gauze Zahl von 1 Ms 8 f m eine gauze Zahl von 0 
bis 3, P eine ganae Zahl von 0 Ms 4 S q eine gansse Zahl 
¥on 1 Ms 4, x eine ganse Zahl yoxl 1 bis 5, R 1Q eine 
funktionelle Isooyanat-, Yinyl-, Imino- ? Isothlooyanat-, 
Iaocyanid-, Aldehyd-, Epoxid-,Chlorf ormiat-, Eriohlor- 
formiat- oder iHiidoalkylester-Grappe oder eine Gruppe 
der Formal 



oder 



COR 



(C Va 



12 



*obei a sine ganse Sahl von 1 bis 3 , R 12 ein- Halogenato* 
oder eine As o -Gruppe und eine Gxy™, Salfonyl- oder 
sweiwertige Amino-Gruppe bedeutet, verwendet. 

9» Yeriahren nacix Anspruch 5 bis 8 f da dor oh g e k e a n - 
zeichnet, dai3 man eine stoohiometrisohe Menge oder 
einen tJberschufl bis zti 250 Aquivalent des Besaktivators 
pro Aquivalent Yernetaungsitsittel ssusetzt* 

10. Yerfahren nach Anspruch 5 bis 9, dadurch g e k e n a - 
zeichnet, dafl man als Besaktivator ein niedermoie™ 
kalaree primares A m in verwendet. 

11. Pha r ma z e at i s one a Mitt el, enthaltend einen Bluter™ 
satsstoif oder ein Blatplasfflastreckmittel im G-eisisch niit 
einera physiologiach geeigneten Irager, dadurch g e - 
kennzeiohnet, daS der Blutersatzstoff oder 
das Streckmittel das wasserlosliche polyraerisierte, ver- 
netste Hemoglobin ist. 
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